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1  Einleitung 
1.1  Labormedizin und Massenspektrometrie 
Labormedizinische Untersuchungen und Befunde sind meist ein wesentlicher Bestandteil 
des diagnostischen Prozesses. Ebenso werden Laboruntersuchungen im Rahmen der 
Prävention, zur Einschätzung eines Erkrankungsrisikos, zur Beurteilung der Prognose von 
Erkrankungen sowie zur Überwachung des Krankheitsverlaufes bzw. zur Kontrolle einer 
spezifischen Therapie durchgeführt. Häufig eingesetzte Untersuchungsmaterialien in der 
labormedizinischen Diagnostik sind Blut (Vollblut, Plasma, Serum) und Urin, es werden 
aber auch andere Matrices wie Speichel, Liquor, Knochenmark, Stuhl oder Gewebe 
verwendet. Der Schwerpunkt der Routineuntersuchungen in einem medizinischen Labor 
ist die Analyse endogener Substanzen als Biomarker. Zunehmend gewinnt jedoch auch 
die Quantifizierung von exogenen Substanzen (Xenobiotika, in der Regel Arzneistoffe) an 
Bedeutung. Mit der Bestimmung von Arzneistoffen kann nicht nur die Adherence 
(Compliance) des Patienten überwacht, sondern auch die individuelle Pharmakokinetik 
beurteilt werden. Diese kann unter anderem durch verschiedene Faktoren wie Alter, 
Geschlecht, Körpergewicht, Organfunktion, genetische Veranlagung und Komedikation 
beeinflusst werden. Im Rahmen eines Therapeutischen Drug Monitorings (TDM) kann 
nach der Bestimmung der Arzneistoffkonzentration und der Berechnung der individuellen 
Pharmakokinetik eine Dosisindividualisierung durchgeführt werden. Ein TDM ist sinnvoll, 
wenn der Therapieerfolg erhöht bzw. Nebenwirkungen vermieden werden können. Dies ist 
in der Regel der Fall, wenn ein therapeutischer Bereich bekannt ist und der Arzneistoff 
folgende Eigenschaften besitzt [1]: 
- bestehende Korrelation zwischen Pharmakokinetik und Pharmakodynamik 
- geringe therapeutische Breite 
- hohe interindividuelle Variabilität 
- Routinebestimmung geeigneter pharmakodynamischer Zielgrößen nicht möglich 
(wie Blutdruck und Blutzucker)  
Eine Vielzahl von Laborparametern kann heute mittels vollautomatischer Analyzer, welche 
auf photometrischen und immunometrischen Methoden beruhen, bestimmt werden. Diese 
hochdurchsatztauglichen und bedienerfreundlichen Geräte leisten einen Hauptteil der 
Analysen in modernen klinischen Routinelabors. Ein Nachteil ist jedoch, dass die 
Etablierung neuer Verfahren auf diesen Analyzern in der Regel nur in Zusammenarbeit mit 
dem Hersteller des Analyzers erfolgen kann. Weitere Limitationen können eine 
eingeschränkte analytische Selektivität auf Grund von Kreuzreaktivitäten und eine 
mangelnde Übertragbarkeit der Ergebnisse zwischen verschiedenen Analyzern sein [2]. 
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Im Gegensatz zu den vollautomatischen Analyzern ist der Einsatz der 
Massenspektrometrie (MS) in der Labormedizin nach wie vor auf wenige Spezial-
laboratorien beschränkt. In den meisten dieser klinischen Laboratorien werden Tandem-
Massenspektrometer (MS/MS) gekoppelt an die Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 
(HPLC bzw. LC) genutzt [3]. Neben dem Neonatalscreening auf angeborene Stoffwechsel-
erkrankungen kommt die HPLC-MS/MS vor allem für das TDM von Immunsuppressiva, 
Antikonvulsiva, Antipsychotika und die Bestimmung von Hormonen zur Anwendung. 
Folgende Stärken und Limitationen haben dazu beigetragen, dass die HPLC-MS/MS im 
Bereich der Labormedizin zwar an Bedeutung gewinnt, aber noch nicht flächendeckend 
eingesetzt wird [3, 4]: 
Stärken: 
- hohe Spezifität 
- hohe Sensitivität  
- breites Analytenspektrum  
- relativ einfache und vom Hersteller unabhängige Methodenentwicklung für neue 
Analyte  
- simultane Bestimmung mehrerer Parameter in einer Analyse  
- Ergebnisse auf dem Niveau einer Referenzmethode im Routine-Setting  
- gute Übertragbarkeit der Ergebnisse zwischen Assays und Laboratorien 
- niedrige Kosten für Reagenzien  
Limitationen: 
- geringer Probendurchsatz 
- hoher manueller Arbeitsaufwand 
- Probenbestimmung im Batch Modus anstelle eines Random Access Modus  
- Notwendigkeit von speziell geschultem Personal für Routineanalytik und 
erfahrenen Experten für Methodenentwicklung und Troubleshooting  
- hohe Anschaffungs- und Instandhaltungskosten 
- keine klar definierten Qualitätskriterien und Regularien für die MS im Bereich der 
Labormedizin 
- geringe Anzahl an verfügbaren zertifizierten Kits 
Den Einsatz dieser leistungsfähigen Technologie in der Labormedizin weiter auszubauen 
ist ein wichtiges Ziel der aktuellen labormedizinischen Forschung. Hier stehen vor allem 
die Automatisation der Methodik und die Erhöhung der Praktikabilität im Vordergrund.  
Als übergeordnete Fragestellung dieser Promotionsarbeit sollte geklärt werden, welche 
Techniken dazu beitragen können, dass die HPLC-MS/MS-Analytik besser in den Ablauf 
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eines klinischen Routinelabors integriert werden kann und ob das Leistungsspektrum von 
klinischen Routinelabors – insbesondere um die Möglichkeit eines Antibiotika-TDMs bei 
kritisch kranken Patienten – erweitert werden kann. In einem ersten Teilprojekt sollte die 
Nichtunterlegenheit (Äquivalenz) einer alternativen Quantifizierungsmethode (Direkte 
Isotopenverdünnungsmethode, DIDA) gegenüber einer konventionellen externen 
Kalibration geprüft werden. Eine Äquivalenz von DIDA wäre für die Anwendung der HPLC-
MS/MS in einem klinischen Routinelabor von beachtlicher praktischer Bedeutung, da in 
der Labormedizin eine kurze Turnaround-Zeit hohe Priorität besitzt und die Bestimmung 
mittels DIDA ohne zusätzliche Kalibratoren „ad hoc“ erfolgen kann (2.1). Um das 
Leistungsspektrum eines klinischen Routinelabors zu erweitern, sollten in weiteren 
Teilprojekten HPLC-MS/MS Methoden zur Quantifizierung von Antibiotika im Serum 
entwickelt werden, welche für die Anwendung in einem klinischen Routinelabor geeignet 
sind (2.2; 2.4). Neben der kurzen Turnaround-Zeit spielt in einem klinischen Routinelabor 
der Probendurchsatz eine enorme Rolle, deshalb sind Methoden mit geringem manuellen 
Arbeitsaufwand und einer kurzen Laufzeit wünschenswert. Aus diesem Grund haben wir 
es uns zum Ziel gesetzt, Techniken, die dies unterstützen – wie die Online-
Festphasenextraktion (Online-SPE) oder die Ultrahochleistungsflüssigkeitschromato-
graphie (UHPLC) – in die Methoden zu integrieren. In einem weiteren Teilprojekt wurden 
mit der entwickelten und erprobten Methode (2.2) Linezolid-Serumspiegel innerhalb einer 
prospektiv beobachtenden Studie bestimmt. Mit dieser Studie sollte eruiert werden, ob 
kritisch kranke Patienten, welche mit der Linezolid Standarddosierung behandelt werden, 
Spiegel innerhalb des therapeutischen Bereiches erreichen (2.3). Die einzelnen Teil-
projekte werden im Folgenden näher dargestellt. 
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1.2  Direkte Isotopenverdünnungsmethode – Eine alternative Methode zur 
 Quantifizierung 
In der Labormedizin erfolgt die Quantifizierung eines Analyten mittels HPLC-MS/MS meist 
in einer abgeschlossenen Analysenserie (Batch), wobei die Konzentrationen in den 
untersuchten Proben über eine Mehrpunkt-Kalibrationsreihe bestimmt werden. Dazu 
werden mehrere Kalibratoren vor der eigentlich zu bestimmenden Probe analysiert. Dieser 
Modus ist gut geeignet, um Analyte zu bestimmen, die für die Krankenversorgung eher 
zeitlich unkritisch sind und bei denen daher die Proben gesammelt werden können. Für 
Analyte, deren Messwert jedoch schnell vorliegen muss, ist eine ad hoc Bestimmung rund 
um die Uhr aus klinischer Sicht sehr wünschenswert. Die Analyse mehrerer Kalibrations-
proben vor der eigentlichen diagnostischen Probe kostet nicht nur Ressourcen, sondern ist 
auch zeitintensiv. Folglich kann die Quantifizierung über eine Mehrpunktkalibration ein 
Hindernis für den breiteren Einsatz der Massenspektrometrie in der Labormedizin 
bedeuten [3]. 
Ein alternatives Verfahren zur Quantifizierung in der Massenspektrometrie ist die Direkte 
Isotopenverdünnungsmethode (direct isotope dilution analysis; DIDA). Die Bestimmung 
der Konzentration erfolgt bei DIDA nicht unter Einbeziehung einer Kalibrationsreihe, 
sondern wird direkt über die Konzentration des in die Probe zugegebenen 
isotopenmarkierten Internen Standard (IS) berechnet. Dieses DIDA-Prinzip beruht auf der 
Annahme, dass der native Analyt und sein isotopenmarkiertes Pendant nahezu gleiche 
physikalisch-chemische Eigenschaften besitzen. Da zu diesen Eigenschaften auch das 
Ionisationsverhalten zählt, sollten sich in einer HPLC-MS/MS Analyse bei gleicher 
Konzentration von Analyt (A) und IS gleiche Peak-Flächen (Area) ergeben. Ist dies erfüllt 
und ist die Peak-Fläche proportional zur Konzentration (c), kann die Konzentration des 
Analyten mit folgender Formel berechnet werden:  
cA = cIS	Area AArea IS 
Im Rahmen des Promotionsprojektes sollte das Prinzip der DIDA für einen exemplarischen 
Analyten (Cortisol) in einem klinischen Routinelabor getestet und die Resultate (cDIDA) mit 
den Ergebnissen der konventionellen Methode (cKon) – Quantifizierung über 6-Punkt-
Kalibrationsreihe – verglichen werden.  
Es konnte gezeigt werden, dass DIDA tatsächlich eine valide Alternative zur Mehrpunkt-
kalibration ist und dass ad hoc Analysen von Einzelproben mittels HPLC-MS/MS möglich 
sind (2.1).  
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1.3  Therapeutisches Drug Monitoring von Antibiotika 
Eine adäquate frühzeitige antimikrobielle Therapie zählt zu den zentralen Maßnahmen für 
eine erfolgreiche Behandlung bei schweren bakteriellen Infektionen. Neben der Wahl eines 
geeigneten Antibiotikums ist eine ausreichende Dosierung entscheidend [5]. Eine 
Standarddosierung kann allerdings gerade bei kritisch kranken Patienten aufgrund einer 
veränderten und schwer vorhersehbaren Pharmakokinetik insuffizient sein bzw. auch zu 
stark erhöhten Spiegeln führen. [5, 6]. Während zu hohe Spiegel Nebenwirkungen 
hervorrufen können, sind zu niedrige Spiegel mit Therapieversagen und auch mit der 
Entwicklung von Resistenzen assoziiert [7]. Aus diesem Grund empfehlen verschiedene 
Expertengremien ein TDM von Antibiotika bei schwer kranken Patienten [7, 8]. Dies ist 
allerdings bisher nur für Aminoglykoside und Glykopeptide standardmäßig möglich, da für 
alle anderen Antibiotika keine kommerziell verfügbaren Tests existieren.  
 
1.3.1  Linezolid 
Linezolid ist gut wirksam gegen grampositive Bakterien, einschließlich hochresistenter 
Bakterien wie Methicillin-resistente Staphylococcus aureus Stämme (MRSA), Vancomycin-
resistente Enterokokken (VRE) und Penicillin-G resistente Pneumokokken [9]. Die 
Standarddosierung beim Erwachsenen beträgt zweimal 600 mg Linezolid täglich. Eine 
Dosisanpassung ist laut Herstellerangaben weder bei Niereninsuffizienz noch bei 
Leberinsuffizienz nötig [10]. Tatsächlich ist es jedoch sehr schwierig vorherzusagen, ob die 
Linezolid Standarddosierung auch bei kritisch kranken Patienten ausreichend ist. Die 
derzeitige Studienlage ist diesbezüglich nicht einheitlich. Während in einigen Studien 
berichtet wird, dass eine Standarddosierung von Linezolid meist zu ausreichenden 
Wirkspiegeln führt [11, 12], berichten andere Studien über inadäquate Spiegel bei 
Standarddosierung [13 – 17]. Allerdings war in diesen Studien die Patientenzahl häufig 
gering oder es waren spezielle Subgruppen ausgeschlossen. Aus diesem Grund wurde 
eine monozentrische, prospektive und beobachtende Studie nach Genehmigung durch die 
Ethikkommission der Klinik der Universität München (Registriernummer: 428.12) 
durchgeführt.  
Im Rahmen dieser Promotionsarbeit sollte im Kontext der oben genannten klinischen 
Studie untersucht werden, ob die Entwicklung einer robusten Isotopenverdünnungs-HPLC-
MS/MS-Methode zur Quantifizierung von Linezolid im Serum möglich ist, da Linezolid 
bisher mit kommerziellen Methoden nicht bestimmt werden kann. Um eine spätere 
Integration in die Routineanalytik zu ermöglichen, sollte getestet werden, ob eine einfache 
und schnelle manuelle Probenvorbereitung sowie eine kurze Laufzeit mit einer guten 
analytischen Zuverlässigkeit vereinbar sind. Aus diesem Grund wurde eine semi-
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automatische Probenvorbereitung gewählt, welche eine Proteinfällung mit der Online-SPE 
kombiniert. Diese Technik realisiert nicht nur eine Zeitersparnis gegenüber anderen 
manuellen Probenvorbereitungen (wie der Flüssig-Flüssig-Extraktion oder der klassischen 
Festphasenextraktion), sondern kann auch die Robustheit und die Sensitivität von HPLC-
MS/MS Methoden erhöhen [18]. Trotz dieses zusätzlichen Schrittes lag die Laufzeit der 
Methode bei nur vier Minuten. Ein wesentlicher Bestandteil der Methodenevaluation war 
die parallele Erprobung der Methode an zwei unabhängigen Geräten.  
Es konnte gezeigt werden, dass Linezolid mittels einer routinetauglichen HPLC-MS/MS 
Methode quantifiziert werden kann (2.2). 
Somit konnte in der Studie für die Bestimmung von Linezolid die neu entwickelte HPLC-
MS/MS Methode verwendet werden. Ziel dieser Studie war die Beurteilung, wie viele der 
kritisch kranken Patienten, die mit der Linezolid Standarddosierung behandelt wurden, 
Spiegel innerhalb des therapeutischen Bereiches erreichen. Der therapeutische Bereich 
wurde basierend auf Literaturdaten sowohl über die Fläche unter der Konzentrations-Zeit-
Kurve (AUC: Area under the curve) (200 – 400 mg*h/L) wie auch über den Talspiegel (cmin) 
(2 – 10 mg/L) definiert [12, 19 – 21]. Die untere Grenze des therapeutischen Bereiches 
wurde in Anlehnung an Rayner et al. gewählt, die gezeigt haben, dass der Therapieerfolg 
bei schwer kranken Patienten größer ist, wenn die Linezolidkonzentration während eines 
Dosierungsintervalls die minimale Hemmkonzentration (MHK) nicht unterschreitet (cmin > 
MHK) bzw. das Verhältnis von AUC24/MIC größer ist als 80 – 120 [12]. Als MHK wurde für 
diese Studie die MHK90 (Konzentration, die das Wachstum von mindestens 90% der 
getesteten Stämme hemmt) von klinisch relevanten infektiösen Pathogenen gewählt 
(Staphylococcus aureus und Enterococcus species) [22, 23].  
In unserer Studie konnte eine erhebliche interindividuelle und intraindividuelle Variabilität 
von AUC und Talspiegel bei kritisch kranken Patienten, mit einer hohen Inzidenz von 
inadäquat niedrigen Spiegeln, festgestellt werden. Die Ergebnisse legen nahe, dass für 
kritisch kranke Patienten ein TDM für Linezolid sinnvoll sein kann (2.3). Auf Grundlage 
dieser Resultate ist eine prospektiv randomisierte Interventionsstudie anzustreben, um zu 
untersuchen, ob ein TDM von Linezolid das Outcome der Patienten tatsächlich verbessern 
kann.   
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1.3.2  Simultane Bestimmung von Piperacillin, Tazobactam, Cefepim, Meropenem, 
 Ciprofloxacin und Linezolid 
Die Empfehlung eines generellen TDM von Antiinfektiva bei schwer kranken Patienten ist 
derzeit auf Grund fehlender kommerziell verfügbarer Messmethoden schwer umzusetzen. 
Im Rahmen dieser Promotionsarbeit sollte nach erfolgreicher Entwicklung einer Methode 
zur Quantifizierung von Linezolid untersucht werden, ob das Angebot eines Antibiotika 
TDMs um weitere klinisch relevante Antibiotika aus unterschiedlichen Antibiotikaklassen 
ergänzt werden kann. Grundsätzlich können hier zwei Vorgehensweisen in Betracht 
gezogen werden: Die separate Entwicklung mehrerer Methoden für jeweils ein 
Antibiotikum (Monomethode) oder die Entwicklung einer Methode zur simultanen 
Quantifizierung aller Antibiotika (Multimethode). Im Hinblick auf die Anwendung in einem 
klinischen Routinelabor ist eine Multimethode zu favorisieren, da meist nur wenige HPLC-
MS/MS Geräte in einem klinischen Routinelabor vorhanden sind und ein erforderlicher 
Wechsel zwischen Methoden nicht nur zeitintensiv ist, sondern auch dazu führt, dass 
andere Parameter gleichzeitig nicht angeboten werden können. Die Integration 
verschiedener Analyte in eine Multimethode kann eine Herausforderung sein – 
insbesondere wenn sich die Analyte physikalisch-chemisch unterscheiden, wie dies bei 
unterschiedlichen Antibiotikaklassen der Fall ist. Für die Auswahl der Antibiotika war 
neben der Studienlage bezüglich der Notwendigkeit eines TDMs [14 – 16, 20, 21, 24 – 29] 
die Anwendung bei kritisch kranken Patienten entscheidend. So zählen Ciprofloxacin, 
Linezolid, Meropenem und Piperacillin in Kombination mit Tazobactam auf einer 
Intensivstation zu den am häufigsten eingesetzten antibiotischen Substanzen ihrer 
jeweiligen Klassen [30].  
Bei der Methodenentwicklung wurde der Fokus auf Routinetauglichkeit und Robustheit 
gelegt. Durch die Anwendung der UHPLC-Technologie ist eine simultane Bestimmung von 
sechs Analyten innerhalb von fünf Minuten möglich, obwohl auch in diese UHPLC 
Methode eine Online-SPE integriert wurde. Die UHPLC ist eine spezielle Form der HPLC. 
So werden bei der UHPLC Säulen mit sehr kleinem Partikeldurchmesser (< 2 µm) und 
kleinem Säulendurchmesser verwendet. Dies führt zu einer erhöhten Trennleistung und 
damit zu einer höheren Analysengeschwindigkeit, Empfindlichkeit und Auflösung. Ein 
Nachteil ist allerdings der extrem hohe Rückdruck (> 400 bar), welcher unter anderem 
spezielle Pumpen nötig macht [31]. 
Unsere ausführliche Erprobung konnte zeigen, dass mit der im Rahmen dieser 
Promotionsarbeit entwickelten Methode klinisch relevante Antibiotika aus unterschied-
lichen Antibiotikaklassen richtig und präzise bestimmt werden können (2.4).  
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1.4  Zusammenfassung/Summary 
Als übergreifende Fragestellung dieser Promotionsarbeit sollte geklärt werden, welche 
Techniken dazu beitragen können, dass die HPLC-MS/MS-Analytik besser in den Ablauf 
eines klinischen Routinelabors integriert werden kann und ob das Leistungsspektrum von 
klinischen Routinelaboratorien – insbesondere um die Möglichkeit eines Antibiotika-TDMs 
– erweitert werden kann. In einem ersten Teilprojekt wurde eine alternative Quantifizier-
methode, die direkte Isotopenverdünnungsmethode (DIDA), hinsichtlich ihres Einsatzes in 
einem klinischen Routinelabor getestet. Diese Untersuchung konnte zeigen, dass die 
mittels DIDA erzeugten Resultate vergleichbar mit den Ergebnissen sind, die über eine 
Mehrpunkt-Kalibrationsreihe ermittelt wurden. Somit kann DIDA eine mögliche Option zur 
Quantifizierung in einem klinischen Routinelabor sein und vor allem die Möglichkeit bieten 
ad hoc Analysen durchzuführen (2.1). In weiteren Teilprojekten konnte gezeigt werden, 
dass Linezolid (2.2) und verschiedene Antibiotika (2.4) mit routinetauglichen HPLC-MS/MS 
Methoden bestimmt werden können. Bei beiden dargestellten Methoden wurde die 
Routinetauglichkeit durch die Integration einer semi-automatischen Probenvorbereitung 
(Proteinfällung und Online-SPE) und eine kurze Laufzeit erreicht. Die kurze Laufzeit wurde 
bei der Multimethode durch die Anwendung der UHPLC-Technologie realisiert. Die neu 
entwickelte Methode zur Quantifizierung von Linezolid (2.2) wurde innerhalb einer 
klinischen Studie angewendet. Das Ergebnis dieser Studie legt nahe, dass ein Linezolid-
TDM bei kritisch kranken Patienten sinnvoll sein könnte (2.3).  
Summary 
The main aspect of this doctoral thesis was to evaluate which techniques could be helpful 
to integrate HPLC-MS/MS better in the work flow of a routine clinical laboratory. 
Furthermore, the possibility of extending the spectrum of routine clinical laboratories 
should be explored by developing HPLC-MS/MS methods for TDM of antibiotics. In the 
first project an alternative quantification method (direct isotope dilution analysis; DIDA) was 
tested regarding its application in a routine clinical laboratory. The finding of this study 
demonstrated that results obtained with DIDA were comparable with those obtained by 
employing a multi-point calibration curve. Therefore DIDA is a possible option for 
quantification in a routine clinical laboratory especially to facilitate ad hoc analyses. The 
results of further sub-projects have shown that linezolid (2.2) and various antibiotics (2.4) 
can be measured with HPLC-MS/MS methods. In both presented methods suitability for 
routine use was achieved through the integration of a semi-automatic sample preparation 
(protein precipitation combined with online-SPE) and a short run time. To realize a short 
run time for the multi-method UHPLC-chromatography was applied. The newly developed 
method for determination of linezolid (2.2) was employed in a clinical study. The findings of 
this study suggest that TDM of linezolid might be useful in critically ill patients (2.3). 
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3.2  Abkürzungsverzeichnis 
Sollte die Abkürzung für einen englischen Begriff stehen, so ist die deutsche Übersetzung 
in Klammern aufgeführt. 
AreaA  Fläche des Analyten 
AreaIS  Fläche des internen Standards 
AUC  Area under the curve (Fläche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve) 
AUC24  AUC über 24 Stunden 
cA  Konzentration des Analyten 
cDIDA  Konzentration, die mittels DIDA ermittelt wurde 
cIS  Konzentration des internen Standards 
cKon  Konzentration, die über 6-Punkt-Kalibration ermittelt wurde 
cmin  Talspiegel 
DIDA  Direct Isotope Dilution Analysis (Direkte Isotopenverdünnungsmethode) 
HPLC  High Performance Liquid Chromatography      
  (Hochleistungsflüssigkeitschromatographie) 
IS  Interner Standard 
LC  Liquid Chromatography (Flüssigkeitschromatographie) 
MHK  Minimale Hemmkonzentration 
MHK90  Konzentration, die das Wachstum von 90% der getesteten Stämme hemmt 
MRSA  Methicillin resistenter Staphylococcus aureus 
MS  Massenspektrometrie 
MS/MS Tandem-Massenspektrometrie  
SPE  Solid Phase Extraction (Festphasenextraktion) 
TDM  Therapeutisches Drug Monitoring 
UHPLC Ultra High Performance Liquid Chromatography     
  (Ultrahochleistungsflüssigkeitschromatographie) 
VRE  Vancomycin-resistente Enterokokken  
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